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RESUMEN

En el caso del ganado porcino, la técnica tiene su objetivo en las granjas de seleccién y de machos, granjas
de reproduccién o venta de material sexado.

La tecnologia se basa en diferenciar los espermatozoides con cromosoma X y los que portan cromosoma Y.
La metodologia de las diferentes técnicas esté basada en la diferencia de peso molecular entre el ADN con
cromosoma X, que es superior al Y (en el caso de porcino 3,8 veces superior).

El inconveniente es que la excesiva manipulacién y presién a las que se someten los espermatozoides altera
su funcionalidad y disminuye considerablemente su viabilidad.

En el articulo se detallan las aplicaciones de estos espermatozoides seleccionados, como son la pro-
duccién de embriones in vivo o in vitro, y se aclaran las ventajas e inconvenientes de cada procedi-
miento.

En conclusion, la rentabilidad de la técnica, y, por tanto, de su aplicacién, mejoraré cuando se incre-
mente la velocidad de sorting (seleccion de espermatozoides), se eleve la viabilidad de los espermato-
zoides, se tenga la posibilidad de someterlos a congelacién, pueda mejorarse la produccién in vitro de
embriones y simplificarse los procedimientos de transferencia, e incrementarse, finalmente, la tasa de
partos.

ABSTRACT

In the case of pigs, the technique has its objective in the selection and males farms, reproduction farms or
sale of sexed material.

The technology is based on differentiating between spermatozoons with chromosome X and the ones that
carry chromosome Y. The methodology of the different techniques is based on the difference in molecular
weight between ADN with chromosome X and ADN with chromosome Y, being the first higher to the second
(in pigs, 3'8 times higher ).

The trouble is that the spermatozoons are subjected to an excessive manipulation and pressure what chan-
ge their functionality and decrease their viability considerably.

In the article, the applications of these selected spermatozoons are detailed, like the production of embryos
in vivo or in vitro, and the advantages and disadvantages of each method are clarified.

Finally, the profitability of the technique, and so of its application, will improve when the sorting velocity (
selection of spermatozoons ) increase, the viability of the spermatozoons raise, we have the possibility to
subject them to freezing, the production of embryos in vitro improve, the transfer methods simplify and, fi-
nally, the birthrate increase.
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INTRODUCCION

a posibilidad de seleccionar las
poblaciones de espermatozoi-
des X e Y y de este modo elegir
el sexo de la progenie ha abier-
to un nuevo camino en la pro-
duccién animal.

Actualmente, esta técnica tiene

un especial interés cuando se
dirige a grupos de elevado valor economico y/o genético
ya que esta técnica permitiria la planificacion para que el
sexo de los lechones coincidiera con el sexo deseado
Ademas, esta técnica seria de gran interés en combina-
cién con otras como la transferencia no quirtirgica de
embriones que permitiria la comercializacion de embrio-
nes de sexo conocido y, por consiguiente, su introduccion
en las granjas de un modo seguro.

Hasta el momento, la Unica técnica
de separacion que ha podido ser reproducida en diferen
tes laboratorios ha sido la separacion mediante citometria
de flujo. Esta técnica se basa en la diferente fluorescencia
que emiten los espermatozoides tras la tincion del ADN,
diferencia que a su vez se basa en la diferente cantidad
de ADN que existe entre el cromosoma X y el cromosoma
Y (Pinkel et al., 1982; Seidel y Johnson, 1999; Vazquez et
al., 2001c¢; Vazquez et al., 2002b).

Estas diferencias no son iguales en
todas las especies, siendo de un 7,5% en el caso de las
chinchillas y de, sélo, un 2,8% en el caso de los esper-
matozoides humanos. Las especies de interés productivo
se encuentran entre estos limites siendo de un 3,6% en
el caso del verraco, 3,7% para caballos, 3,8% para toros
y 4,2% para moruecos (Welch y Johnson, 1999). A medi-
da gue esta diferencia es mayor, la separacion de los
espermatozoides X e Y se ejecuta con mayor facilidad
(Parrilla et al., 2004).

Durante los dltimos 5 anos se han
realizado importantes avances en el desarrollo de esta
técnica relacionados con el conocimiento de la fisiolo-
gia del espermatozoide separado, evaluaciéon de la
mutagenicidad del procedimiento, incremento en el
rendimiento de separacién, mejora de los medios de
recogida que aumentan la viabilidad y supervivencia
del espermatozoide, ampliacion de la resolucion de
espermatozoides X e Y, etc. (Centurién et al., 2000,
2003; lohnson et al., 1999: Maxwell et al., 997; Parri-
lla et al.,, 2001a; Rens et al., 1998; Vazquez et al,
2002¢).
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METODOLOGIA DE SEPARACION DE
ESPERMATOZOIDES X E Y MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO

A diferencia de otros procesos en
los que estan implicadas las técnicas de citometria de
flujo, cuando se trabaja en separacion de espermatozoi-
des, este procedimiento complejo tiene siempre como
doble objetivo el obtener espermatozoides separados en
poblaciones X e Y pero, al mismo tiempo, espermatozoi-
des que deben ser viables para asegurar una fecundacion
in vitro o, preferentemente, in vivo

El procedimiento de separacién de
espermatozoides X e Y mediante citometria de flujo
puede dividirse en tres diferentes fases:

1. Preparacion y tincion de la muestra.

2. Analisis de la muestra y discriminacion de las pobla-
ciones de espermatozoides X e Y.

3. Separacion de los espermatozoides X e Y. Rendimier-
tos.

Fase I: Preparacion y tincion de la muesitra

Tras la obtencién de los eyaculs-
dos, los espermatozoides deben ser diluidos en un medio
que les asegure la viabilidad hasta el momento de la
separacion. Estos espermatozoides diluidos deben ser
incubados durante 1 hora a 35°C con una solucién de
Hoechst 33342 (H-42). Este fluorocromo tiene como
caracteristica que se superpone a la doble hélice de ADN,
de modo que emite mas o menos fluorescencia en fun-
cién de la cantidad de ADN presente (Johnson y Schul-
man, 1994). Uno de los aspectos mas importantes en
este proceso es conseguir la estabilidad de la tincion ya
que si el tiempo o temperatura de tincién no es la ade-
cuada, las diferencias observadas posteriormente al cito-
metro de flujo son mas debidas a, por ejemplo, la pre-
sencia de espermatozoides muertos (el H-42 penetra mas
facilmente) que a una verdadera diferencia entre esper-
matozoides X y espermatozoides Y. Tras la incubacion es
importante verificar al microscopio que \la tincién se ha
producido, asi como que la motilidad de los espermato-
zoides sigue siendo similar a la que presentaban antes de
la incubacion (Vazquez et al., 2002d).

La principal preocupacion en la uti-
lizacion de este procedimiento, y ya que aunque el H-42
no se intercala, sino que se superpone al ADN, era el
potencial etecto mutagénico que este fluorocromo podia
ejercer sobre los espermatozoides. Si bien no existen evi-
dencias de mutagenicidad en aspectos fenotipicos de los
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animales nacidos mediante este procedimiento, hemos
evaluado el efecto mutagénico mediante técnicas de
roturas cromosomicas (Breaks) e intercambio de cromati-
das hermanas (Sixter Chromatide Exchanges). Los resulta-
dos indicaron que ni en la primera ni en la segunda gene-
racion de animales nacidos mediante espermatozoides
tefidos con H-42 no se presentaban evidencias de muta-
genicidad (Parrilla et al., 2003b). Se han obtenido estos
mismos resultados en animales nacidos tras la tincion de
los espermatozoides y el impacto del laser de ultravioleta
(Parrilla et al., 2003b).

Fase 2: Andlisis de la muestra
y discriminacioén de las poblaciones
de espermatozoides Xe Y

Tras la tincién de los espermatozoi-
des, se procede al analisis para intentar discriminar dos
poblaciones en base a la cantidad de ADN que presenten.
Este procedimiento no fue posible hasta que en 1982,
Pinkel et al., demostraron que esta diferenciacion era
posible en nucleos de espermatozoides de ratén utilizan-
do un equipo denominado citémetro de flujo. Posterior-
mente, Garner et al. (1983) realizaron este mismo expe-
rimento utilizando espermatozoides de especies domeésti-
cas. En 1989, Johnson et al. obtuvieron los primeros
nacimientos en conejos utilizando esta tecnologia.

Ll citémetro de flujo €5 un equipo
altamente sofisticado, cuya funcién es la de medir célu-
las, que pueden ser analizadas en base a sus caracteristi-
cas fisicas (tamano, complejidad celular) o en base a la
fluorescencia que emiten tras ser marcadas con un fluo-
rocromo “per se” o unido a otra particula (anticuerpo,
lectina, neoglucoconjugado, etc.).

Los componentes basicos de un
citometro van a ser el circuito de admision de la muestra,
el haz de luz laser que excitara el fluorocromo, la camara
de tlujo o lugar de encuentro entre la célula y el laser, v el
bloque optico cuyo objetivo es el de recoger la tluores-
cencia emitida por la célula, y de este modo poder cuan-
tificar esa emision. Los resultados obtenidos de fluores-
cencia quedan retlejados en una pantalla en la cual,
mediante diferentes programas, se representan en forma
de poblaciones las células analizadas (Vazquez et al,
2002a).

El mayor obstaculo que se presen-
ta en la separacion de espermatozoides, ademas de la
pequeia diterencia que existe entre el cromosoma X y el
Y, es la morfologia espermatica. Los espermatozoides son
celulas planas que van a emitir una fluorescencia diferen-

te en funcion de la posicion por la que pasen a través de
la camara de flujo. Esto hace que el diferente grado de
fluorescencia que el espermatozoide emite en funcién de
la posicién por la que pase a través del citémetro sea
mayor que la diferencia de fluorescencia que el esperma-
tozoide emite en funcién de que transporte un cromoso-
ma X o un cromosoma Y. Por tanto, es necesario hacer un
primer andlisis de posicion del espermatozoide para,
simultaneamente y solo en los espermatozoides que
pasan en una posicién determinada a través de la cama-
ra de flujo, analizar la cantidad de ADN de su interior y de
este modo poder diferenciar espermatozoides X e Y. Este
doble analisis obliga a modificar los citémetros conven-
cinnales. siendn necesario instalarles un fotomultiplicador
frontal capaz de recogar fluorescencia. El fotomultiplica-
dor convencional (90°) servira para discriminar entre
espermatozoides orientados/no-orientados, mientras que
el fototubo frontal (0° servird para discriminar entre
poblaciones de espermatozoides X e Y. Aunque de este
modo es posible discriminar entre espermatozoides X e Y
de poblaciones orientadas, el porcentaje de espermato-
zoides orientados utilizando sistemas de citometria con-
vencionales no alcanza el 10%. Por este motivo, es nece-
sario incorporar sistemas que permitan incrementar el
porcentaje de espermatozoides orientados que pasan por
la cdmara de flujo. Hasta el momento se han descrito dos
procedimientos. El primero se basa en la utilizacion de
una aguja biselada que incrementa esins parcentajes
hasta cl 30%, micntras que cl segundo 5¢ basa en la ins
talacion de una camara de flujo helicoidal que puede lle-
gar a incrementar el porcentaje de espermatozoides
orientados hasta el 70%. Este incremento en el numero
de espermatozoides orientados hace que el rendimiento
del proceso de separacion aumente considerablemente.
Esta tecnologia se conoce como Beltsville Sexing Techno-
logy (Johnson et al., 1999; Johnson et al., 2004).

En nuestro caso, nosotros desarro-
llamos la aplicacion con el citometro ALTRA de Coulter
Co (Miami, FL), equipado con un hypersort y un laser
Innova YU-b emitiendo en ultravioleta. Ademas, presenta
un totomuitiplicador trontal y aguja biselada.

Los resultados tras el analisis que-
dan reflejados, tras la seleccién de espermatozoides orien-
tados, en un histograma donde aparece, a la izquierda la
poblacion menos fluorescente, es decir, aquella que
corresponde a espermatozoides Y y, a la derecha, una
poblacién mas fluorescente que corresponde a esperma-
tozoides X. Entre ambas, queda una hendidura que las
separa. En funcion de que esta hendidura sea mas o
menos pronunciada, se podra seleccionar para separar
una poblacion mas o menos grande. Los resultados con
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hendiduras pequenas obligan a seleccionar una poblacion
pequena ya que gran parte de la poblacién quedara ubi-
cada en la denominada “zona de confusion”, es decir, un
area comun compartida entre espermatozoides X y esper-
matozoides Y. Estas poblaciones pueden también discri-
minarse desde el diagrama de densidades (figura 1).
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Figura 1. Separacién de espermatozoides de
verraco en funcién de la presencia de un
cromosoma X o Y. {a). Diagrama de densidades
donde se muestran en color rojo las poblaciones de
espermatozoides X (arriba) y espermatozoides Y
{abajo); (b) Histograma representando los
espermatozoides orienfados ¥, consecuentemente,
susceptibles de ser analizados y (c) histograma de
los espermatozoides orientados donde se observan
dos poblaciones que corresponden a
espermatozoides Y (pico de la derecha) y
espermatozoides X (pico de la izquierda).

Fase 3: Separacion de los espermatozoides
X e Y. Rendimientos

Tras la seleccion de los espermato-
zoides, se realiza el proceso de separacion. Basicamente, el
citémetro de flujo envuelve a cada célula con una peguena
gota de medio. Este medio que envuelve al espermatozoi-
des esta constituido, comunmente, por PBS, EDTA y el 1%
de albumina sérica bovina. Estas microgotas son cargadas
eléctricamente en superficie en caso de transportar el esper-
matozoide seleccionado. Finalmente, estas gotas pasan a
través de las placas deflactoras. Estas placas estan cargadas
con alto voltaje, de tal modo que atraen a las microgotas

que presentaban carga superficial. De este modo, se gene-
ra un chorro lateral, desviado desde el chorro central o cho-
nu de desecho, que puede ser recogido en un tubo dife-
rente. En este tubo se recogera la poblacion seleccionada, es
decir, la que contiene los espermatozoides X o Y. Los tubos
en los que se recogen los espermatozoides separados inclu-
yen un medio que estabiliza y amortigua a los espermato-
zoides tras su paso por el citometro de flujo. Hay que tener
en cuenta que las microgotas impactan sobre la superficie
del tubo a mas de 100 km/h. Este medio estd compuesto
por una solucién de TRIS-TEST mds yema de huevo en una
concentracion que va desde el 2% al 20% final y plasma
seminal (desde el 1% al 10%) o fracciones proteicas del
plasma seminal. Sobre estos tubos se suele recoger 9 veces
el volumen del medio de recogida depositado.

La velocidad de separacion va a
depender, entre otras cosas, de la presion a la que se haga
pasar la muestra a través del analizador. Aunque la presion
normal de trabajo es de 12 pas.i., los nuevos sistemas de
separacion van equipados con los moédulos “hypersort”
que permiten incrementar esta presion hasta 100 p.s.i.
Hasta el momento, se ha comprobado coémo presiones de
trabajo de hasta 62 p.s.i. (6 veces por encima de los nor-
mal) no afectan ni a la viabilidad (Parrilla et al. 2001a) ni a
la fertilidad de la célula espermatica (datos no publicados)

Hasta el momento se han conse-
guido realizar separaciones con unos rendimientos cerca-
nos a 7 millones de espermatozoides/hora y una pureza
alrededor del 90% (Rens et al.,, 1999; Vazquez et al.,
2001c¢). Esta combinacion entre el rendimiento y la pure-
za siempre esta equilibrada en los sistemas de separacion.
Incrementos en el rendimiento van en detrimento de la
pureza, y viceversa.

EVALUACION DE LA PUREZA DE LA
SEPARACION DE LOS ESPERMATOZOIDES

Uno de los aspectos mas importan-
tes en este procedimiento es conocer “a priori”, la pureza de
las poblaciones separadas. Aungue el método definitivo es
conocer el sexo de la descendencia, éste es un procedimien-
to tardio y, en cualquier caso, extremadamente costoso. Por
es0 s necesario, tras el andlisis bajo unas determinadas con-
diciones, conocer el porcentaje de pureza de la poblacion.
Hasta hace muy poco tiempo, el Gnico sistema de analisis
utilizado era la reevaluacion de las muestras por citometria
(Johnson, 2000). Las muestras una vez obtenidas eran de
nuevo tefidas y sometidas a un nuevo examen. La poblacion
seleccionada (X o Y) era la Unica que debia estar presente en
el area de separacion. Sin embargo, éste es un método de
evaluacion que utiliza la misma instrumentacion (citometro)
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que la utilizada para la obtencion de la muestra. Por esto se
recomienda utilizar metodologias alternativas para la evalua-

Cion de la muestra. Entre ellas se encuentran sistemas PCR a
partir de una célula o de estudios semicuantitativos. Frente a
estos metodos, recientemente, se ha descrito una metodo-
logia basada en hibridacion “in situ” que permite verificar la
pureza de las poblaciones basandose en la inclusién de son-
das especificas de cromosoma porcino X o cromosoma por-
cino Y marcadas con fluorescencia en extensiones sobre por-
taobjetos (Karawasaki et al., 1998; Parrilla et al, 2002; Parri-
lla et al., 2003a) (figura 2). Este procedimiento de fadil lec-
tura ya que se realiza bajo el microscopio de fluorescencia,
tiene como inconveniente que no es un procedimiento
comercial y, por tanto, es necesario construir las sondas fluo-
rescentes tras la realizacion de una PCR sobre el ADN esper-
matico y posterior marcaje con el conjugado fluorescente
Este procedimiento permite la evaluacion y eleccion de la
combinacién requerida en cada momento de rendimiento y
pureza (Welch y Johnson, 1999)

VIABILIDAD Y LONGEVIDAD DE LOS
ESPERMATOZOIDES SEPARADOS

Como se comentaba anteriormen-
te, el objeto final de esta metodologia no es solamente la
obtencion de espermatozoides separados para el sexo
deseado, sino que también, es necesario que estos esper-
matozoides mantengan la viabilidad y la capacidad fecun-
dante durante el tiempo necesario requerido entre su
obtencion y su utilizacion ya sea in vivo o in vitro. Inicial-
mente, aunque la separacion era posible, lodos los esper
matozoides obtenidos estaban muertos, es decir, inutiliza-
hles para el fin que se pretendia. Tras la mejora del proce-
dimiento de seleccion, asi como de los medios de recogi-
da, la supervivencia de los espermatozoides separados ha
aumentado notablemente. Cuando se aplican las técnicas
de viabilidad (Centurion et al., 2000), triple tincién fluores-
cente (datos no publicados), analisis computerizados de
motilidad (Parrilla et al., 2001a) o clortetraciclina (Maxwell
y Johnson, 1997) se ha observado que los espermatozoides
separados mediante citometria de flujo, en las condiciones
y con los medios actuales, son células inestables, en un
estado de capacitacion o precapacitacion debido al estrés
del procedimiento y, sobre todo, a la alta dilucidn a la que
se ven sometidos. Este estado se expresa, principalmente,
en un incremento del calcio intracitoplasmatico, asi como
una modificaciéon en los patrones de matilidad. Sin embar-
go, cuando los medios de recogida contienen plasma semi-
nal o proteinas especificas del plasma seminal (Vazquez et
al.,, 2001a; Centurion et al
separados experimentan una reestabilizacion que les per-
miten mantener un porcentaje de espermatozoides movi
les y viables del 80% a 25°C durante, al menos, 15 horas.

2003), los espermatozoides

Figura 2. Hibridacién “in situ” fluorescente de
cromosoma | y cromosoma Y. (o) Metafase de
linfocitos porcinos mostrando la especificidad de la
sonda fluorescente para cromosoma 1 (verde) y
para cromosoma Y (rojo). (b) Espermatozoides
dilvidos donde aproximadamente el 50% se marca
con la sonda fluorescente de cromosoma Y y (c)
espermatozoide separados para cromosoma Y
donde se muestra que el 100% de los
espermatozoides presentan cromosoma Y.

APLICACION DE LOS ESPERMATOZOIDES
SEPARADOS

Uno de los aspectos mas importan-
tes es conocer como los espermatozoides separados pue-
den ser utilizados. Se han obtenido nacimientos en cone-
jos, vacuno, porcino, équidos, ovino y humanos a traveés de
la inseminacion artificial o fecundacién in vitro y posterior
transferencia de embriones utilizando espermatozoides
separados y/o espermatozoides separados y congelados
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Congelacién de espermatozoides
separados

Debido al ritmo productivo existente
en las explotaciones y rendimientos del sistema de separa-
cion, la posibilidad de criopreservar los espermatozoides
separados seria de gran importancia en la aplicacion practi-
ca de este procedimiento, Esto, sin duda, aumentaria consi-
derablemente los rendimientos del citometro al tiempo que
permitiria desplazar las dosis separadas a larga distancia.
Aunque los espermatozoides separados son espermatozoi-
des, inicialmente, débiles, la incorporacion a los medios de
recogida de plasma seminal o proteinas extraidas desde el
plasma seminal, pueden generar una reestabilizacion de la
membrana que los haga aptos para ser sometidos a un pro-
ceso de congelacion. Las Unicas experiencias de congelacion
realizadas hasta el momento con espermatozoides separa-
dos han sido hechas con espermatozoides de toro (Schenk
et al., 1999 y Seidel ct al., 1999) y verraco (Jonson, 2000;
Bathgate et al., 2003). Si bien en el caso del vacuno, la expe-
riencia en el proceso de congelacion, la congelabilidad del
espermatozoide y la disposicién anatémica de los cuernos
uterinos de la vaca han permitido el nacimiento de terneros
tras inseminacion artificial con espermatozoides separados y
congelados, en el caso del porcino sélo se han conseguido
nacimientos tras la inseminacion quirtrgica de las cerdas con
espermatozoides de verraco separadus y congelados. Sin
embargo, los resultados actuales obtenidos en congelacion
de espermatozoides de verraco (Roca et al., 1999, 2003;
Carvajal et al., 2001; Eriksson et al., 2001) y la posibilidad de
utilizar sondas de inseminacion intrauterina profunda en la
cerda (Martinez et al., 2001a, Martinez et al., 2002a) hacen
que la posibilidad de combinar tecnologias de sorting/con-
gelacién y su aplicacion mediante procedimientos no quirur-
gicos tenga un futuro esperanzador (Bathgate et al., 2003).

Produccién in vitro de embriones

Debido al bajo nimero de esperma-
tozoides que el citémetro es capaz de separar por unidad de
tiempo, una de las posibles vias en la aplicacion de los esper-
matozoides separados es la produccion in vitro de embrio-
nes, bien a traves de técnicas convencionales de fecunda-
cién in vitro, bien a través de técnicas de inyeccion intraci-
toplasmatica y la posterior transferencia de embriones

Los primeros resultados se obtuvie-
ron en 1993 (Cran et al.) con espermatozoides de toro, los
cuales, tras la separacion, fueron utilizados en la produc-
cion in vitro de embriones con una buena tasa de naci-
mientos tras la transferencia. En el caso del porcino, los
resultados van mas retrasados. En 1997 (Rath et al.) y 1998
(Abeydeera et al.) obtuvieron los primeros nacimientos tras

la fecundacion in vitro y posterior transferencia quirdrgica
en cerdos. Recientemente se han publicado los primeros
nacimientos de lechones nacidos mediante la produccion
de embriones con espermatozoides sexados e inyectados
en el citoplasma de los ovocitos (ICSI) (Probst y Rath, 2003).

Uno de los aspectos a tener en
cuenta cuando se trabaja con espermatozoides separadas
y que los diferencia de los espermatozoides frescos utiliza-
dos para fecundacion in vitro, es el grado de capacitacion
0 precapacitacion que alcanzan tras la separacion. Esto
hace que se deban modificar las condiciones de FIV para
obtener el maximo rendimiento (Parrilla et al., 2001b). Bajo
estas condiciones se pueden obtener resultados similares a
los obtenidos con espermatozoides diluidos de hasta un
30% de blastocistos a los siete dias tras la fecundacion in
vitro (Gil, 2001). El principal problema que sigue mante-
niendo esta tecnologia es que, tras la transferencia embrio-
naria quirtrgica, los resultados no son los deseados.
Actualmente, nuevos sistemas de transferencia no quirdr-
gica en porcino (Martinez et al.,, 2001b) junto a nuevos
avances en la produccion in vitro de embriones (Day, 2000)
podrian convertir a esta técnica en una técnica de aplica-
cién practica como sucede en el caso del vacuno.

Inseminaciones quirdrgicas y no quirdrgicas

No cabe duda que el método ideal
de utilizacion de los espermatozoides separados seria una
metodologia que empleara la inseminacion artificial al
tiempo que necesitara un bajo numero de espermatozoi-
des para conseguir un buen porcentaje de gestaciones.

En el ganado vacuno ésta es una
técnica de la que se tiene importante informacion en cuan-
to a que son mas de 2.000 vacas las inseminadas con semen
separado. Los resultados obtenidos con espermatozoides
sexados y, posteriormente congelados, muestran que se
puede obtener un 50% de gestaciones con una pureza
esperada del 85% cuando se inseminan entre un millén y un
millén y medio de espermatozoides (Seidel et al., 1999).

En el ganado porcino la situacion
actual es diferente. Los primeros resultados de gestacion
se obtuvieron realizando inseminaciones quirdrgicas en
oviducto (Johnson, 1991). Aunque este sistema de inse-
minacién es un procedimiento complejo, la simplificacion
de las inseminaciones utilizando técnicas laparoscopicas
abren un nuevo campo de investigacion en la obtencion
de lechones de sexo deseado

Debido a que las inseminaciones
convencionales se realizan con tres mil millones de esper-
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matozoides, conseguir esta dosis mediante citometria de
flujo requeriria 15 dias de trabajo ininterrumpido. Este fac-
tor limitante hacia impensable la utilizacion de espermato-
zoides mediante una via que no fuera la quirtrgica. Tras el
desarrollo de una sonda de inseminacion intrauterina pro-
funda (Vazquez et al., 1999; Martinez et al., 2002b) que
permitia alcanzar las proximidades de la union uterotubari-
ca y depositar aqui los espermatozoides, se empezaron a
realizar las primeras inseminaciones con espermatozoides
separados mediante citometria de flujo, alcanzandose la
primera gestacion por via no quirdrgica utilizando 70 millo-
nes de espermatozoides (Vazquez et al., 2003; Vazquez et
al., 2004) utilizando protocolos anteriormente establecidos
en cerdas con ovulacion inducida (Martinez et al., 2001a)
u ovulacion espontanea (Vazquez et al,, 2001b). El por-
centaje de fertilidad estimado se sitia en un 39% con una
prolificidad de 8,7 lechones cuando se insemina con 70
millones, mientras que si se inseminan 140 millones de
espermatozoides el porcentaje esperado se situa en un
46,6% de gestaciones con un tamano de camada de 9,9
lechones (Vazquez et al., 2003). Posteriormente y utilizan-
do la misma metodologia, se ha descrito el nacimiento de
lechones hembras en Alemania (Rath et al., 2003).

CONCLUSIONES

La técnica de la seleccion de sexo en
la especie porcina mediante citometria de flujo es una rea-
lidad, habiéndose obtenido descendencia tras la produccion
de embriones in vitro y su posterior trasferencia o median-
te la inseminacion de las cerdas, ya sea mediante técnicas
de inseminacién intrauterina profunda o mediante insemi-
naciones quirgraicas. El principal factor limitante de esta
técnica es el elevado costo economico de la separacién. Si
bien se ha disminuido drasticamente en los Ultimos anos, y
esto ha permitido la comercializacion de esta tecnologia en
el ganado vacuno, sigue siendo el precio de produccion ele-
vado para su aplicacion extensiva en el ganado porcino. Sin
embargo, el empleo de esta tecnologia en animales de alto
valor genético o bajo determinadas condiciones puede ser
una realidad en los préximos afos.
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